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Recenzja pracy doktorskiej mgr Hanny Nikolaichuk
zatytutowanej ,,Effect-directed analysis of Rhodiola Rosea L. based on planar

chromatography: the search for bioactive components™

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Hanny Nikolaichuk, zawiera 57 stron
wilasciwej dysertacji stanowiacej kompleksowy opis szesciu publikacji naukowych,
zamieszczonych w 5-ciu czasopismach o lacznym wspoétczynniku oddziatywania IF 15,882
(MEIN 460).

Na poczatku pracy zamieszczono listg skrétéw, liste figur i tabel oraz liste publikacji
wlaczonych do rozprawy doktorskiej. Zwiezty trzystronicowy wstep zawiera informacje o roli
leku roslinnego w leczeniu réznych choréb. Problematyka badan podjeta przez Panig Hanny
Nikolaichuk dotyczaca poszukiwania sktadnikéw bioaktywnych na podstawie ukierunkowane;
analizy Rhodiola Rosea L. technikg chromatografii planarnej, wykonana w Katedrze
Chromatografii pod promotorstwem prof. Ireny Choma Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie, jest jak najbardziej aktualna, wpisujgca si¢ w nowoczesne trendy
wykorzystywania naturalnych zwiazkéw bioaktywnych o wiasciwosciach leczniczych
we wspofczesnej medycynie. Obecnie ludzko$é zmaga sie z coraz wigkszg iloscig choréb
cywilizacyjnych, takich jak cukrzyca, choroby neurologiczne, w tym neurodegeneracyjne, jak
choroba Alzheimera, Parkinsona, oraz otylos¢ czy choroby nowotworowe, wynikajacych
z ogromnego postepu cywilizacyjnego. Wspélczesny czlowiek coraz bardziej docenia
znaczenie lekoéw pochodzenia naturalnego i ich stosowanie jako preparatow leczniczych.
Towarzyszacy nam w ostatnich latach ogromny rozw6j technik analitycznych,
biotechnologicznych i instrumentalnych oraz szeroki dostep do bardziej zaawansowane;j
aparatury badawczej umozliwia odpowiednig kontrole jakosciowg i ilosciowa nowych
preparatow ziolowych. Do tej pory powazne obawy co do jakosci, bezpieczenstwa
i skutecznosci lekow ziolowych, ustepuja na rzecz nowo opracowanych, zwalidowanych,
wiarygodnych, i skutecznych metodyk analitycznych zapewniajacych rzetelng wiedzg na temat
skfadu jakosciowego i ilosciowego leku pochodzenia naturalnego. Analiza leku roslinnego jest
wyzwaniem dla analityka, poniewaz rosliny zawieraja ztozone mieszaniny chemiczne, czesto
bardzo wielu zwigzkow, ktore sg stabo scharakteryzowane, czesto niestabilne, stad nalezy
wzigé pod uwage mozliwe efekty synergistyczne, agonistyczne i antagonistyczne. Z tego
powodu trudno jest zapewni¢ pacjenta, ze lecznicze produkty roslinne sg bezpieczne
1 zapewniaja oczekiwang bioaktywnosé.



Praca zostala przygotowana w formie zbioru szesciu publikacji, w tym jednej
przegladowe;j i 5 oryginalnych, gdzie poza artykulem o charakterze przegladowym, doktorant
jest w pozostatych pierwszym autorem, co nalezy pokresli¢. Artykuty zostaly opublikowane
W czasopismach o wysokim wspotczynniku oddzialywania, co Doktorantka wyszczegolnita
na str 7-8: Journal of Chromatography A (IF 4,601, MEiN: 100), dwa artykuly w Molecules
(IF 4,927, MEIN: 140), Journal of Liquid Chromatography and Related T. echnologies (IF
1,467, MEIN: 40). Sumaryczny wspélczynnik oddziatywania prac wigczonych do dysertacji
jest znaczacy, wynosi IF 15,882 (MEiN: 460). Do pracy zostaly wlaczone o$wiadczenia
wspotautorow, ktére wskazujg na wiodaca role Doktorantki w opracowywaniu koncepcji badan
eksperymentalnych, interpretacji otrzymanych wynikéw i przygotowania manuskryptu.
Publikacje zostaly juz ocenione przez niezaleznych ekspertow z danej dziedziny,
zaakceptowane i opublikowane.

Forma pracy jest typowa dla obecnie sktadanych prac doktorskich, opartych
na wynikach badan juz opublikowanych. Praca sklada si¢ z listy skrotow / list of abbreviations
(str 4-5), listy rysunkow i tabel/ list of figures and tables (str 6-7), listy publikacji wiaczonych
do rozprawy doktorskiej/ list of publications included in the doctoral thesis (str 7-8), wstepu /
introduction (str, 9-10), celu / aim and objectives of the thesis (str 13-14), metod badawczych /
research methods (str 15-22), opisu wynikéw / overview of results (str. 23-40), wnioskéw /
conclusions (str. 41-42), bibliografii / bibliography (str. 43-46), biografii naukowej
Doktorantki/ scientific biography (str. 47), osiggnie¢ naukowych / scientific achievements (str.
48), w tym: publikacje / publications (str. 48-49), konferencje / conferences (str. 50-54), zajecia
laboratoryjne, jednostki wspotpracujgce (str. 55), (podsumowania / summary (str 56).

Doktorantka zamiescita elementy skladowe rozprawy doktorskiej z podzialem
na rozdzialy (str. 57). Rozdziat pierwszy ,,Wprowadzenie” — zawiera krotki zarys aktualnych
badan nad roslinami leczniczymi Rhodiola rosea L., chromatografia planarng i analizg
ukierunkowang na efekt; 2. Rozdziat drugi ,,Cel i zadania” — okresla cel glowny i cele ¢ pracy;
3. Rozdziat trzeci ,,Metody badawcze™ — prezentuje metody i techniki badawcze; 4. Czwarty
rozdziat ,,Przeglad wynikéw” — to zwiezle i spéjne oméwienie wynikéw badan; 5. Rozdziat
piaty ,,Wnioski” — zawiera omdwienie i podsumowanie gléwnych osiaggnie¢ pracy. Prace
zamyka spis bibliografii, egzemplarze szesciu publikacji stanowiacych catosdé prowadzonych
badan oraz bibliografia naukowa i dorobek naukowy Doktorantki.

W czgsei zatytulowanej ,,Wprowadzenie” Doktorantka stusznie opisata trudnosci
zwigzane z analizg leku roslinnego, czgsto o nieznanym sktadzie, a co za tym idzie, trudno
0 zapewnienie, ze produkty lecznicze s3 w pelni niezawodne i wywolajg pozadana aktywnosé
biologiczna. Doktorantka zaznaczyla, ze produkty ziolowe maja ogromne znaczenie
dla  konsumentéw, stad podlegaja przepisom obowigzkowej weryfikacji jakosci
i bezpieczefistwa produktow zielarskich w oparciu o akt prawny — Dyrektywe w sprawie
tradycyjnych ziotowych produktéw (formalnie dyrektywa 2004/24/WE). Pomimo tego aktu
prawnego, jak stusznie zauwazyla Doktorantka, jest na rynku wiele produktéw roslinnych
o potencjalnym ryzyku manipulacji co do skfadu i zwigzanej z tym réznej bioaktywnosci. J edng
ztakich roslin jest Rhodiola rosea L., bardzo czgsto ,,podrabiany” produkt z powodu szerokiego
zakresu bioaktywnosci i korzystnego wptywu na organizm czlowieka.

Doktorantka przyblizyta whasciwosci Rhodiola rosea L., znanej réwniez jako korzeh
arktyczny, rézaniec gorski lub ztocisty korzen, jest wieloletnig rosling z rodziny Crassu laceae
stosowang w Europie i Azji, migdzy innymi w tradycyjnej Medycynie Chinskiej. Autorka
wskazala na szeroki zakres whasciwosci leczniczych i aktywnosci biologicznej Rhodiola rosea
L., ze szczegolnym wskazaniem na poprawe odpornosci organizmu, dzialanie
przeciwnowotworowe, —przeciwstresowe, przeciwstarzeniowe, niwelujace  zmeczenie,
wykazuje takze wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwutleniajagce, przeciwwirusowe. R. rosea
jest zalecana sportowcom i osobom starszych celem zmniejszenia uczucia zmeczenia. Ponadto



spozywanie R. rosea jest wskazane w leczeniu zaburzen psychicznych oraz poprawie pamieci
1 uczenia si¢. Produkty handlowe R. rosea oparte sa na korzeniu i/lub kigczu.

We wstepie Doktorantka réwniez opisata zalety planarnej chromatografii w analizie
roslin takich jak niski koszt, metoda przyjazna dla $rodowiska, proste przygotowanie probek
nawet w przypadku skomplikowanych matryc, jednoczesna separacja 40 probek na jednej
ptytce TLC, mozliwos¢ szybkiej zmiany warunkow chromatograficznych, co umozliwia szybki
wybor optymalnej fazy stacjonarnej i ruchomej. Ponadto planarna chromatografia daje
bezposrednia mozliwos¢ sprzezenia z (bio)testami (bioprofilowanie) i przeprowadzenia
derywatyzacji (profilowanie chemiczne). Powyzsze zalety powoduja, ze technika planarna
zyskuje w odniesieniu do drozszych metod jak HPLC czy CE. Metode t¢ cechuje ogromna
elastyczno$¢ — moze by¢ sprzezona z innymi technikami spektroskopowymi, np. spektrometrig
mas z desorpeyjng jonizacjg laserowa wspomagang matryca (MALDI), desorpcyjna jonizacjg
przez elektrorozpylanie (DESI), umozliwia analize w czasie rzeczywistym (DART) i jedna
z najwazniejszych jej zalet to metoda pomiarowa EDA oparta na chromatografii planarnej
do profilowania bioaktywnosci i gtéwnych sktadnikow ziot, stad. Wazng cechg chromatografii
planarnej jest potgczenie (HP)TLC z (bio)testami, a nastepnie analiza za pomocg spektrometrii
mas lub magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

Cel pracy zostat jasno sformutowany przez Doktorantke jako poszukiwanie sktadnikow
bioaktywnych rosea L. za pomocg ukierunkowanej na efekt chromatografii planarnej. Badania
mialy na celu stworzenie bioprofili oraz opracowanie ukierunkowanych i nieukierunkowanych
analiz pozwalajgcych na oddzielenie, identyfikacje i wizualizacje zwigzkéw aktywnych
R. rosea — jednej z najbardziej intrygujacych roslin leczniczych. Oczekiwano, ze opracowanie
takich profili pomoze wzbogaci¢ wiedze na temat odmian te] ro$liny, wykry¢ réznice w ich
sktadzie chemicznym i bioaktywnosci (potwierdzenia autentycznosci, wykrycie ewentualnych
falszerstw). Aby osiagna¢ cel gléwny, Doktorantka dokonala optymalizacji uktadéw
chromatograficznych opartych na TLC i HPTLC, dokonata wyboru odpowiednich testow i je
zastosowata, zidentyfikowata kluczowe sktadniki w oparciu o wzorce referencyjne, dokonata
(bio)profilowania probek wraz z autentycznym odniesieniem do R. rosea, dokonata wstepnej
identyfikacji zwigzkow aktywnych. Jeden z gléwnych etapow, ktéry obejmowat optymalizacje
warunkéw separacji chromatograficznej wykonany zostal w Katedrze Chromatografii UMCS
w Lublinie oraz w Katedrze Zywnosci Justus Liebig University Giessen w Niemczech.
Profilowanie chemiczne i fizykochemiczne ekstraktéw R. rosea metodg TLC-UV VIS-FLD
z wykorzystaniem procedur derywatyzacji z réznymi odczynnikami wykonano w Katedrze
Chromatografii UMSC w Lublinie. Z kolei profilowanie mikrochemiczne, biologiczne i
biochemuczne ekstraktow R. rosea przy uzyciu chromatografii planarnej ukierunkowanej na
efekt stosujgc rézne testy ze wskazaniem réznych mechanizméw dziatania i zwigzkéw
aktywnych, wykonano w Zakladzie Mikrobiologii Weterynaryjnej  Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie i w Katedrze Nauk o Zywnosci Uniwersytetu im. Justusa Liebiga
w Giessen w Niemczech. Podobnie charakterystyka zwigzkéw i stref aktywnych metodg
mikrofrakcjonowania offline TLC poddanych analizie HPLC-ESI-MS wykonano w UMSC
w Lublinie, analiz¢ HPTLC-HPLC, HESI-HRMS w Katedrze Nauk o Zywnosci Uniwersytetu
im. Justusa Liebiga w Giessen w Niemczech. Jakosciowa i ilosciowa ocena Zwigzkow
markerowych R, rosea metodg HPLC-DAD i 1H NMR wykonana zostata w Katedrze Chemii
Fizycznej oraz Organicznej Wydziatu Chemii UMSC w Lublinie.

Cykl prac wigczony do dysertacji stanowi spdjng catosé, zlozony jest z pracy
przegladowej [D1] pieciu publikacji naukowych [D2-D6].

Po zastosowaniu wielu technik analitycznych Doktorantka zrealizowala zalozone na
poczatku pracy cele badawcze, uzyskala unikalne profile chromatograficzne R. rosea
(za pomocg celowanych i niecelowanych analiz ukierunkowanych na efekt, opartych na



potgczeniu chromatografii planarnej (bio)testow i metod spektroskopowych) w celu
identyfikacji sktadu chemicznego R. rosea oraz oceny ich bioaktywnosci.
Podsumowujac, gtowne osiagnigcia Doktorantki sg nastepujace:

Ls

Bioprofilowanie ekstraktow R. rosea pozwolito na wykrycie 17 réznych aktywnosci
R. rosea, w tym przeciwutleniajace, AChE, BChE, o-amylaza, a-glukozydaza,
B-glukuronidaza, lipaza, tyrozynazy, przeciwbakteryjne wobec szczepéw bakterii
Gram-ujemnych A. fischeri i Gram-dodatnich B. subtilis, genotoksyczne, a takze
estrogenowe oraz zweryfikowane antyestrogen i androgen oraz zweryfikowane
dziatanie antyandrogenowe. Wykryto nastepujace aktywnosci gléwnych zwigzkéw
R. rosea:

* rozawina — hamuje a-glukozydaze, B-glukuronidaze, lipaze i tyrozynaze jako jak
rowniez srodek przeciwbakteryjny przeciwko B. subtilis;

» salidrozyd — przeciwutleniacz i hamujgcy a-glukozydaze, B-glukuronidaze i lipazy,
a takze dziala przeciwbakteryjnie na A. fischeri i B. subtilis;

* p-tyrozol — przeciwutleniacz oraz hamujacy a-glukozydaze, lipaze i tyrozynaze;

* rozaryna — hamuje dzialanie antyoksydacyjne i f-glukuronidazy;

* kalafonia — hamuje BChE i dziata antybakteryjnie na A. fischeri;

* wirydozyd i rozyrydyna — przeciwutleniacz, hamujgcy aktywnosé AChE
1 B-glukuronidazy oraz przeciwbakteryjny wobec A. fischeri;

* rodiolozyd D —hamuje tyrozynaze i dziata przeciwbakteryjnie na B. subtilis;

* kwasy palmitynowy i stearynowy — hamowanie a-amylazy hydrochinon —
przeciwutleniacz, hamujacy AChE, a-glukozydaze i lipaze, i genotoksyczne oraz
przeciwbakteryjne wobec B. subtilis.

Analiza offline HPLC-ESI-MS, a takze HPTLC-HPLC-HESI-HRMS online
dostarczyly informacji jakosciowych na temat obecnosci 29 zwigzkow
w ekstraktach R. rosea, a mianowicie rozawiny, rozaryny, kalafonii, salidrozydu,
p-tyrozolu, wirydozydu, rodiolozydu D, rozyrydyna, galaktoza, sacharoza, glukoza,
kwas kawowy, kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas galusowy, kwas
palmitynowy, kwas stearynowy, alkohol cynamonowy, kemferol, luteolina,
luteolina-7-O-Gle, apigenina, apigenina-7-Glc, herbacetyna, rodiozyna, rodionina,
rodioflawonozyd, rodiolgin i hydroquinon.

Ocena jako$ciowa i ilosciowa rozawiny, salidrozydu i p-tyrozolu (tak zwane zwigzki
markerowe R. rosea) za pomocg analizy HPLC-DAD i 1H NMR ujawnia obecno$é
rozawiny tylko w trzech, natomiast salidrozydu i p-tyrozolu tylko w czterech
z siedmiu zbadanych ekstraktow dostgpnych na rynku preparatow R. rosea. Stezenia
obliczono liczbe znacznikéw. Uzyskane wyniki, takie jak obecno$é genotoksyn
w dwoch i brak rosavin w czterech produktach z R. rosea podkreslajg znaczenie
ukierunkowanego na efekt profilowania rodlinnych materiatéw pod kagtem
autentycznosci i weryfikacji jakosci oraz szukania Sladéw falszerstw. Analiza
ukierunkowana na efekt oparta na chromatografii planarnej wypetnia luke w tej
zaleznosci miedzy chromatograficznym odciskiem palca, skutecznoscig roslin
leczniczych i pilng potrzeba kontroli jakosci lekow ziotowych. Metoda ustalona tutaj
dla R. rosea moze zosta¢ wdrozona dla innych roslin leczniczych, zwtaszcza tych
dostepnych w handlu. Przedstawione w pracy podejscia dowodza, ze chromatografia
planarna wciaz aktualizuje sig¢, rozwija, i spelnia wymagania stawiane metodom
analitycznym, a takze jest doskonatym narzgdziem do szybkiego, precyzyjnego,
wiarygodnego, i solidnego wykrywanie aktywnosci roslin i ich sktadnikow.

Wykonanie poﬁje;tych przez Doktorantk¢ zadan wymagato szerokich umiejetnosci
analitycznych, dobrania wlasciwej metodyki prowadzonych prac eksperymentalnych



obejmujgcych techniki takie jak TLC, TLC-UV VIS-FLD, HPLC-ESI-MS oraz HPTLC-
HPLC, HESI-HRMS.

Na uwagg zastuguje wieloaspektowos¢ i interdyscyplinarno$é podjetego zadania badawczego,
obejmujaca szereg wspdtprac z réznymi osrodkami badawczymi, w tym z Katedrg Nauk
o Zywno$ci Uniwersytetu im. Justusa Liebiga w Giessen w Niemczech, Zakladem
Mikrobiologii Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Katedrg Chemii
Fizycznej oraz Organicznej Wydziatu Chemii UMSC w Lublinie.

Whnioski sa prawidlowo sformulowane, a osiagnigcia Doktorantki wymienione powyzej
w Podsumowaniu oceniam jako znaczace.

Z obowiazku recenzenta kilka uwag, ktére nie wplywaja na ocene merytoryczna przedstawione;j
do recenzji pracy:

- brak ujednolicenia stosowanej terminologii w calej pracy, Doktorantka zamiennie stosuje
pojecia takie jak ,.lek roslinny”, ,,suplement”, w zwigzku z tym prosze o podanie definicji, jak
Doktorantka rozumie te pojecia

- brak streszczenia w jezyku polskim, ktéry utatwilby czytelnikowi zapoznanie si¢ z tematyka
przeprowadzonych badan, zalozeniami pracy w postaci postawionej tezy badawcze;j,
otrzymanych wynikow i sformutowanych wnioskow.

- na stronie 57 Doktorantka zamiescita elementy sktadowe rozprawy doktorskiej z podziatem
na rozdzialy, czytelniej bytoby zamiesci¢ ten punkt przed rozdziatem 1: wprowadzenie.

- opublikowane prace D1-D6 nie zostaly umieszczone w ciggu chronologicznym, dlaczego?

- wobec tak duzej ilosci dokonanych eksperymentéw Doktorantka mogtaby wskazaé, ktére
etapy pracy badawczej wykonywata samodzielnie, a ktére zostaty wykonane przez innych
badaczy. To nakreslitoby profil Doktorantki, jej osobisty wktad pracy i opanowanie warsztatu
analitycznego,

- w dokonanych przez Doktorantk¢ oznaczeniach ilosciowych opisana zostala metoda
z wiaczeniem optymalizacji fazy ruchomej, ktora jednak nie zostata zwalidowana, walidacja
jest obowigzkowym elementem opracowanych metodyk analitycznych

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona do recenzji praca wpisuje sie w aktualne trendy
badawcze powrotu do coraz szerszego stosowania leku pochodzenia naturalnego, poglebiania
wiedzy o jego skladzie, badaniach (bio)aktywnosci zawartych w nim zwigzkéw czynnych
w oparciu o polaczone techniki analityczne.

Praca zawiera wiele elementéw nowosci. Dorobek naukowy doktorantki stanowiacy cykl
szesciu publikacji jest znaczacy i w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2 2020 r., poz. 85 z p6zn. zm.).

W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ o dopuszczenie pani mgr Hanny Nikolaichuk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie wnioskuje o wyréznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej pani mgr Hanny
Nikolaichuk.



Uzasadnienie

Oceniana praca wnosi istotny twoérczy wkiad w rozwdj nauk farmaceutycznych
zwigzanych z opracowaniem ukierunkowanych i nieukierunkowanych analiz pozwalajacych na
oddzielenie, identyfikacje i wizualizacje zwiazkow aktywnych R. rosea — jednej z najbardziej
intrygujgcych roslin leczniczych. Uzyskane wyniki badan zostaly opublikowane w formie
szesciu prac oryginalnych w recenzowanych czasopismach naukowych, w pieciu
z nich Doktorantka jest pierwszym autorem. Sumaryczny IF publikacji bedacy podstawa
dysertacji jest znaczacy, wynosi 15,882 , a punktacja ministerialna wynosi 460.
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